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摘 要 从 HeLa 细胞 提取 的 DNA 经 DNase 工 酶 解 后 ， 发 现 有 两 种 抗 酶 组 分 〈B 和 C)。 效 胶 电 泳 结果 显 
示 组 分 B 的 分 子 大 小 要 超过 20 000 bp， 而 组 分 C 的 分 子 大 小 相当 于 40 一 50 bp。 这 两 种 组 分 在 原子 力 显微镜 下 
的 形态 都 明显 不 同 于 标准 的 双 链 DNA， 其 中 组 分 B 与 以 前 观察 到 的 X- DNA 变异 结构 较为 相似 ,组 分 C 则 未 见 
报道 ， 报 据 其 分 子 的 表 观 宽度 和 高 度 推测 可 能 为 四 链 结构 。 此 外 ， 荧光 实验 还 表明 这 两 种 组 分 可 与 EB 相互 作 


用 ,使 其 荧光 增强 。 


关键 词 ”HeLa 细胞 ， 抗 酶 组 分 ， 原子 力 显 微 镜 
中 图 分 类 号 Q523 本 


核酸 结构 多 态 性 的 研究 已 引起 了 人 们 的 广泛 兴 
趣 ， 它 不 仅 揭示 了 双 螺 旋 有 A、B 和 Z 型 等 多 种 不 
同 构象 存在 ， 而 且 还 发 现 了 与 传统 双 螺 旋 不 同 的 三 
链 (IVfirkin 等 ，1987)、 四 链 DNA (James，1994)。 抗 
性 研究 已 提示 细胞 内 有 可 能 存在 三 链 DNA (Lee 等 ， 
1987), 而 端 粒 DNA 可 能 具有 四 链 结 构 《James， 
1994)。 原 子 力 显微镜 是 新 一 代 显 微 镜 ， 它 能 够 实 
时 原 位 地 观察 一 些 纳米 级 别 的 分 子 结 构 ， 适用 于 多 
种 工作 环境 ， 具 有 接近 于 原子 级 的 分 辩 率 ， 可 避免 
在 样品 制备 过 程 (如 透射 电镜 ) 对 其 真实 结构 的 掩 
盖 以 及 测定 过 程 中 对 环境 的 严格 要 求 ， 从 而 直接 、 
快速 、 高 分 辩 率 地 获得 生物 大 分 子 的 结构 。 最 近 一 
些 研究 还 表明 这 些 三 链 、 四 链 DNA 不 能 被 DNase 
I 所 降解 ( 汪 新 文 等 ，1996; Cao 等 ，1997), 其 
分 子 高 度 与 宽度 也 与 双 链 有 明显 的 不 同 (Hansma 
等 ，1996)。 为 此 我 们 以 HeLa 细胞 为 研究 对 象 ， 
从 中 提取 DNA， 然 后 用 DNase 工 处 理 ， 通 过 电泳 、 
原子 力 显 微 镜 (AFM) 、 荧 光 光 谱 等 手段 对 其 细胞 
内 DNA 的 抗 酶 组 分 进行 了 初步 研究 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材 料 
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本 文 1998 -03- 18 收 到 ，1998 ~06 一 17 修 回 


HeLa 细胞 生长 在 RPMI - 1640 培养 基 (10% 
的 小 咎 血清 ，2 mmolL 一 谷 氨 酰胺 ，100 IU/mL 
青花 素 以 及 100 IU/mL 链 辟 素 ) 中 ,在 5%CO, 一 
95% 空 气 的 二 氧化 碳 培 养 箱 中 ， 于 37 亿 下 培养 。 
和 蛋白酶 KK (proteinase K) 是 Merk 公司 产品 (Ger- 
many) ， 核 粮 核 酸 栈 (Ribonuclease) 由 中 国 科学 院 
生物 物理 研究 所 生产 ， 牛 胰 DNase (DNase 工 ) 购 
于 BDH Chemical Ltd (England)， 省 乙 锭 (EB) 为 
Sigma 公司 产品 ， 其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 

1.2 DNA 的 提取 及 处 理 

离心 收集 培养 的 细胞 用 PBS 缓冲 液 洗 认 两 次 
后 加 入 20 mL 溶 胞 液 和 100 pL RNase (10 mg/ 
mL)，37 代 保温 56 h， 再 加 300 pL 蛋白酶 K (10 
mg/mL)，37 亿 保温 过 夜 ,次 日 加 入 等 体积 的 酚 / 
氯仿 (1: 1) 溶液 反复 抽 提 4 次 ,离心 吸 上 清 液 ， 
用 3 悦 体 积 的 冰冷 无 水 乙醇 沉淀 ， 室 温 干 炬 后 ， 用 
TE (10 mmol/L Tris- HCl，1 mmolML EDTA) 溶 
液 溶解 ， 其 DNA 260 nm/280 nm 的 OD 比值 为 
1.75， 经 Folin 一 德 法 测定 没有 检测 到 蛋白 。 

DNA 溶液 按 下 列 处 理 分 为 4 组 样品 : 样品 1、 
2 为 未 经 热 变性 处 理 的 天 然 DNA 溶液 ， 样 品 3、4 
是 在 100C 下 如 热处理 30 min 的 变性 DNA 溶液 ， 
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其 中 样品 2、4 又 用 DNase 工 在 30 记 下 处 理 了 5h 
{图 1)。 
1.3 ”小 胶 电泳 

1% 琼 申 糖 凝 胶 平板 ，pH 8.0 的 TBE (0.1 





100 舍 沸 水 沧 中 加 热 30 min 
DNase [ 酶 解 


| 
样品 2 


37°C, Sh 


maol4L Tris，0.1 molXL 硼酸 ，2 mmol/L EDTA) 
电泳 缓冲 液 , X-DNA Hind 亚 作 为 Marker, 各 样 
品 的 DNA 浓度 为 0.6 pg/pL， 电 压 维 持 在 5 V/cm， 
约 4.5h， 于 254 nm 波长 紫外 灯 下 进行 观察 。 


1 DNA 溶液 样品 处 理 示意 图 
Fig. 1 Schematic diagram of preparation of DNA samples 


1.4 原子 力 显微镜 (AFM) 研究 

取 1 滴 ( 约 4pL) 样品 溶液 滴 加 到 新 鲜 剥 离 的 
云母 表面 上 , 约 1 min 后 用 滤纸 条 小 心 除去 多 余 的 
残 夜 ， 然 后 在 大 气 下 用 AFM Nanoscope (Digital 
Instruments) 进行 观察 。 实 验 时 采用 长 100 pm 的 
氧化 娃 微 总 臂 ， 其 尖端 曲率 半径 为 15 nm， 图 像 是 
在 轻 襄 (tapping〉 模 式 下 获得 的 ， 并 未 经 过 滤波 
处 理 , 扫描 速 度 一 般 为 1.0 一 2.5 Hz。 


a $b ¢ dd ee 





图 2 DNA 的 套 胶 电泳 图 谱 
Fig. 2 Agarose gel dectrophoresis plots of 


DNA solutions 
aA-DNA ind 可 (3 -DNA Hind 胃 ): b. 样品 1 《sam- 
ple 1); c. 样品 2 {sample 2); d. 样品 3 {sample 3); e. 


样品 4 (sample 4)。 


1.5 荣光 光 庶 

艺 光 光谱 测定 在 日 立 -85S0 型 荧光 光谱 仪 上 进 
行 ， 以 省 乙 链 (EB) 为 荧光 探 剂 ， 取 激发 波长 = 
520 nm， 发 射 波长 = 550 一 700 nm， 测 EB、EB 一 
DNA 的 荧光 恬 射 光谱 ,扫描 速 度 为 20 nm/min， 
所 有 样品 都 含有 相同 浓度 的 DNA (0.6 pg/L) 和 
EB (30 pgmol/L)o 


2 结果 


2.1 电泳 分 析 
从 图 2 电泳 图 谱 上 可 见 ， 样 品 1 有 两 条 比较 单 

一 的 带 。 其 中 第 1 条 带 含量 较 高 ， 其 片断 大 小 相当 
于 20 000 bp, 第 2 条 带 含量 较 低 ， 但 分 子 量 较 大 ， 
所 以 迁移 速度 较 慢 ， 滞 留 于 电泳 槽 边缘 。 经 酶 解 后 
的 样品 2， 第 1 条 带 基 本 消失 但 仍 有 残余 ， 并 在 帮 
胶 的 前 沿 出 现 一 个 光斑 ,其 分 子 量 相当 于 40 一 50 
bpb, 第 2 条 带 则 没有 明显 变化 。 热 变性 后 的 样品 
3， 其 第 1、 第 2 两 条 带 均 消失 ， 得 到 一 个 分 子 量 
极 不 均匀 的 拖 尾 的 荧光 带 ， 经 酶 解 后 〈 样 品 4) 此 
谱 带 消失 。 上 述 结果 表明 从 细胞 内 提取 的 天 然 
DNA 存在 抗 DNase I 的 组 分 ， 由 于 DNA 样品 中 不 
会 蛋白 ， 排 除了 是 DNA -- 蛋白 复合 物 的 可 能 性 ， 
而 单 、 双 链 DNA 又 能 被 DNase 工 所 降解 ， 因 此 这 
种 抗 酶 组 分 很 可 能 是 DNA 多 链 结 构 。 经 热 变性 
后 ,无 论 是 双 链 还 是 多 链 其 DNA 有 序 结构 都 道破 
坏 而 解 离 为 单 链 。 多 链 原 有 的 抗 酶 特性 也 因 结 构 的 
解体 而 消失 ， 复 性 后 在 DNase I 的 作用 下 被 降解 ， 
从 而 使 荧光 带 消 失 。 
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3 DNA 的 AFM 图像 
Fig. 3 AFM images of DNA 
a, 样品 ] (sample 1); b. 样品 2 (sample 2); c. 样品 2 {sample 2); d. 样品 3 (sample 3); 图 a，b，d 中 标尺 为 
1.00 ym. c 中 为 0.50 pm (the bars of a,b, d are 1.00 pm, the bar of cis0.50 ym), 


2.2 AFM 直接 观察 

图 3 是 典型 的 DNA AFM 图 像 ， 从 图 3a 可 见 
样品 1 中 存在 两 种 形态 的 DNA 分 子 ， 这 与 电泳 结 
果 相 一 致 。 其 中 组 分 A 高 约 为 0.5~1.0 nm, 平均 
为 0.8 nm， 袖 约 为 11 nm， 与 到 链 DNA 的 表 观 特 
征 相 符 (Hansma 等 ，1996)}。 组 分 BB 高 约 为 2.2 一 
6.4nm， 宽 约 为 18 nm， 其 结构 明显 不 同 于 双 链 ， 
从 高 度 和 宽度 判断 ， 它 们 可 能 是 三 链 ， 四 链 或 多 链 
DNA (Hansma 等 ，1996)。 经 酶 解 的 样品 2 (图 
3b) 组 分 A 消失 ,只 观察 到 组 分 B， 缩 小 打 描 区 
域 , 一 些小 分 子 的 DNA 清晰 可 见 (图 3c)， 其 高 
约 为 3.5 一 4.2nm， 长 度 约 为 13.9 nm， 相当 于 40 
bp (组 分 C)， 这 与 图 2 样品 2 光斑 处 DNA 分 子 一 
致 。 由 于 分 子 的 长 度 与 宽度 相近 ， 看 上 去 近似 于 颗 
粒状 结构 。 依 据 高 度 推断 它们 可 能 是 四 链 结 构 ， 至 
于 是 否 是 端 粒 DNA 还 有 待 于 进一步 研究 。 样 品 3 
{图 3d) 只 观察 到 交 联 的 网 状 结构 ， 这 是 由 于 热 变 
性 后 ， 双 链 及 多 链 DNA 解 链 并 缠绕 在 一 起 所 形成 
的 无 规则 线 团 ， 原 有 的 有 序 结构 已 不 复 存 在 ， 因 此 


酶 解 后 ， 未 观察 到 有 残存 的 DNA 分 子 。 
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图 4 荧光 发 射 光 谱 
Fig. 4 The emission spectrum of {fluorescence 
a- 自由 EB (free EB); b. 样品 1 (sample 1); c. 样品 2 
(sample 21; 由, 样品 3 (sample 3); e. 样品 4 (sample 4)。 
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2.3 ”荧光 光谱 

` 双 链 或 多 链 DNA 分 子 与 EB 结合 后 可 导致 菊 
光 的 增色 效应 。 从 图 4 荧光 图 谱 可 以 看 出 ， 样 品 1 
与 EB 结合 后 荧光 强度 增加 最 大 。 酶 解 后 哩 降低 很 
多 但 仍 要 高 于 基底 (样品 2)。 因 酶 解 对 EB 的 菊 光 
强度 无 影响 (Cao 等 ，1997)， 所 以 我 们 可 以 确信 
样品 中 确 有 不 同 于 双 链 的 抗 酶 组 分 存在 。 同 样 条 件 
下 ， 经 热 变 性 的 样品 3 其 EB 一 DNA 的 荧光 强度 大 
大 降低 ， 这 是 由 于 热 变性 破坏 了 DNA 的 有 序 结 
构 ， 使 样品 中 含有 部 分 单 链 ， 导 致 DNA 与 EB 的 
结合 量 减少 。 经 DNase 工 酶 解 后 ， 其 荧光 强度 降低 
到 几乎 与 基底 相 平 ， 表 明 DNA 分 子 已 被 完全 降 
解 ， 此 结果 与 上 述 电泳 和 AFM 观察 相 一 致 。 


3 讨 论 
研究 细胞 内 DNA 结构 多 态 性 是 关系 到 生物 体 
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内 基因 表达 与 自我 调控 的 重要 课题 ， 对 于 揭示 生命 
现象 的 本 质 和 破解 核酸 的 工作 语言 具有 重大 意义 。 
通过 以 上 研究 表明 ; DHeLa 细胞 中 确实 存在 天 然 
抗 DNase 工 的 结构 组 分 ;图 此 抗 酶 组 分 可 能 具有 三 
链 、 四 链 或 多 链 结 构 ， 其 中 分 子 量 较 大 的 《组 分 
B) 与 以 前 观察 到 的 一 DNA 变异 结构 较为 相像 
(Li 等 ，1997), 分 子 量 较 小 的 颗粒 状 结构 (组 分 
C) 则 未 见报 道 ; 全 这 些 多 链 结构 是 有 序 的 ， 可 与 
EB 相互 作用 ， 但 荧光 量子 产 率 不 同 ， 热 变性 后 由 
于 其 有 序 结构 被 破坏 ， 抗 酶 特性 消失 而 被 DNase I 
降解 。 尽 管 本 实验 所 采用 的 细胞 株 为 肿瘤 细胞 ,但 
在 正常 细胞 中 也 观察 到 类 似 的 结构 目前 正在 进 一 
步 研 究 中 )， 表 明 这 些 结构 在 细胞 内 是 具有 一 定 普 
遍 性 的 ， 以 上 实验 结果 为 从 理论 上 研究 细胞 内 
DNA 分 子 的 结构 多 态 性 提供 了 初步 的 证 据 。 
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Abstract A DNA sample extracted from HeLa cells 
was digested by DNase 工 and found to contain two 
enzyme-resistant species (termed as B and C). Results 
from gel electrophoresis showed that the fragment 
sizes of species B were more than 20 000 bp and that 
of species C were between 40 — 50 bp. All these two 
species were different from the standard duplex DNA 


in the image of atomic force microscopy, among which 
species B exhibited characteristics similar to a reported 
unusual form of A%-DNA. Species C has not been re- 
ported and was assumed to be quadruplex according to 
its apparent width and height. In addition, the fluo- 
rescence experiments showed that they can also inter- 
act with EB and increase its fluorescence intensity. 
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